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摘要 通过 利用 NaBr 密度 梯度 超速 离心 对 粘 虫 Mythimna separata 幼虫 的 血脂 蛋白 进行 了 
分 离 及 理化 特性 分 析 。. 查 明了 幼虫 血 淋 巴 内 主要 是 高 密度 脂 蛋 白 (HDLp)， 而 低 密度 脂 和 蛋白 
(LDLp) 的 含量 极 低 。 这 两 种 脂 蛋 白 的 密度 分 别 为 HDLp 1.123 g/mL, LDLp 1. 059 g/mL。 
HDLp 和 LDLp 蛋白 含量 、 脂 类 、 氨基 酸 的 种 类 测定 结果 表明 HDLp, LDLp 的 蛋白 含量 分 别 
是 25. 2 pg/pL 和 11 pyg/pL。HDLp 水 解 后 可 获得 16 种 氨基 酸 ,.LDLp 可 获得 15 种 .氨基 酸 的 种 
类 比较 一 致 ， 其 含量 变化 幅度 也 不 大 .HDLp 脂 类 部 分 占 最 多 的 是 二 酰基 甘油 酯 (DG) 和 磷 
脂 (PC) .其 余 的 脂 类 依次 是 碳 氢 化 合 物 (HC) 和 胆固醇 〈C) ,LDLp 主要 是 磷脂 和 碳 氢 化 合 
物 .昆虫 脂 蛋 白 的 主要 中 性 甘油 酯 是 二 酰基 甘油 酯 。 


关键 词 ”高 密度 脂 蛋 白 ， 低 密度 脂 蛋 白 ， 粘 虫 ， 二 酰基 甘油 酯 ， 磷 脂 ， 碳 氢化 合 物 


粘 虫 Mythimna separata (Walker) 蛾 飞行 时 消耗 的 能 源 物 质 种 类 是 糖 原 、 海 藻 糖 和 
中 性 脂 。 其 来 源 喝 官 是 脂肪 体 和 肠 道 .海棠 糖 和 糖 原 是 飞行 开始 时 利用 的 主要 能 源 物 质 ， 
以 后 开始 动用 脂 类 物质 ,长 时 间 飞 行 的 主要 能 源 物质 是 脂肪 ,已 有 的 研究 资料 证 明 迁 飞 昆 
虫 的 飞翔 活动 主要 动用 脂肪 体内 的 脂 类 ,在 脂肪 体内 三 酰基 甘油 酯 (TG) 在 TG 酯 酶 作用 
下 降解 成 二 酰基 甘油 酯 (DG) 和 脂肪 酸 (FA) 进入 血 淋 巴 ， 由 脂 类 的 载体 蛋白 携 脂 蛋白 
运送 到 飞翔 肌 ”… .因此 有 必要 对 粘 虫 血 淋 巴 内 携 脂 蛋白 的 携 脂 特点 进行 研究 .鉴于 粘 虫 蛾 
血 淋 巴 量 很 少 。 我 们 首先 使 用 粘 虫 未 龄 幼虫 血 淋 巴 做 为 实验 材料 进行 携 脂 蛋 白 的 分 离 、 纯 
化 及 理化 特性 分 析 。 


1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 材料 
粘 虫 幼虫 以 人 工 饲 料 于 25C 、 光 照 16 h 室内 饲养 。 


1.2 血 洒 巴 的 收集 
于 末 龄 幼虫 腹部 节 间 膜 处 扎 一 小 洞 ， 然 后 轻 压 腹部 ， 将 流出 的 血 淋 巴 滴 入 置 于 六 浴 
上 的 小 玻璃 管内 , 每 毫升 血 淋 巴 加 5 yg 分 子 的 苯 基 硫 逐 , 防止 酷 氨 酸 酶 引起 的 黑 化 作用 。 


* 国家 重点 自然 科学 基金 支持 项 目 
1995-12-27 收 稿 ，1997-03-31 收 修改 稿 
.27。 
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1. 3 携 脂 和 蛋白 的 分 离 与 纯化 

取 收 集 的 血 淋 巴 进行 离心 (4 000 r/min，20 min, 20C) 除去 血细胞 和 组 织 碎 片 ， 然 
后 在 上 清 血 浆 内 加 入 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 盐 (EDTA) (1 mg/10 mL 血浆 )。 取 1. 0 一 1. 5 mL 
血浆 仔细 地 铺 在 装 有 密度 梯度 的 NaBr 盐 溶 液 5 mL 离心 管 的 顶层 。 在 日 立 Gp-70 超 速 离 
心机 (Rp 50S2Z 转 头 ) 上 离心 8 h (39 000 r/min，15'C )52。 


1.4 蛋白质 的 测定 
以 UV-754 分 光 光 度 计 , 用 紫外 吸收 方法 测定 HDLp 和 LDLp 的 蛋白 质 含 量 , 以 牛 血 
清白 蛋白 作 标 准 。 


1. 5 携 脂 蛋 白 的 氨基 酸 组 成 

已 分 离 的 HDLp 和 LDLp 分 别 约 为 500 pL 和 200 pL, 以 有 机 溶剂 去 脂 后 , 加 入 3 mL 
6 mol/L HCI， 充 氮 封 管 . 于 110C 水 解 24 h， 过滤， 定 容 4. 3 mL， 从 中 吸取 0. 6 mL 减 压 
蒸 干 ， 再 加 0. 02 mol/L HCL 2. 4 mL 溶解， 样品 竺 分析。 


1.6 脂 类 分 析 

取 一 定 体积 已 分 离 的 携 脂 蛋白 ， 加 10 倍 体积 的 氯仿 :甲醇 (2:1V/V)， 混 义 ， 于 
4 000 r/min 离心 10 min, 取出 上 清 液 , 加 2 倍 体积 的 水 洗涤 , 将 含 脂 的 上 层 液 体 小 心 吸出 ， 
进行 双 溶 剂 TLC (购置 的 硅胶 板 ) 分 离 .常温 下 标准 样品 (一 、 二 、 三 酰基 甘油 酯 混合 物 ， 
卵 磷 脂 、. 胆固醇 ) 分 别 点 量 为 10 yg。 脂 蛋 日 提取 液 为 5 pwL。 在 硅胶 板 上 展 析 两 次 .所 用 溶剂 
系统 ， 第 一 次 为 葵 : 乙 醚 :95% 乙 醇 : 浓 乙酸 =50:40:2:0. 2。 第 二 溶剂 系统 : 正己 烷 : 庚 烷 
:乙醚 : 浓 乙 酸 王 65:18:18:159)。 


1.7 电泳 分 析 
对 经 过 超速 离心 分 离 的 脂 蛋 白 进 行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 .分 离 胶 为 3. 5% .隔离 胶 为 
4% 的 浓度 ， 缓 冲 液 是 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 - 甘 
氨 酸 ，pH8. 3。 用 省 粉 兰 染色 ， 酷 酸 脱色 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 脂 蛋 白 分 离 

经 不 同 的 NaBr 密度 梯度 (1. 26 g/mlL.、 
1. 09 g/mL) 超 速 离心 分 离 后 , 可 以 分 离 出 两 
种 脂 蛋 白 ,顶层 为 淡 黄 色 薄 层 , 为 低 密度 脂 蛋 
日 (LDLp) ,在 不 同 浓度 NaBr 界面 所 形成 的 
黄色 较 宽 的 脂 蛋 日 为 高 密度 脂 蛋 日 (HDLp) 
(图 1)。 黄 颜色 是 由 于 类 胡萝卜 素 的 存在 所 
致 。 





图 1 脂 蛋 日 的 分 离 
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2.2 折射 率 和 密度 的 测定 

使 用 阿 贝 折射 仪 (Abbe Refractometer) 测定 了 NaBr 盐 溶 液 和 脂 和 蛋白 的 折射 率 ， 并 
将 其 换算 成 密度 〈 表 1) 。 

昆虫 在 静止 状态 下 血 淋 巴 内 的 主要 携 脂 蛋 表 1 粘 虫 末 龄 幼虫 血 淋 巴 脂 蛋 白 的 密度 


白 是 高 密度 脂 蛋 白 。 几 种 昆虫 血 淋 巴 HDLp 的 ” 脂 看 白 ” 折射 率 密度 (gj/mL) 
密度 范围 是 1. 08 g/mL 一 1. 15 g/mLri. 例 如 烟 LDLp 1. 344 1. 059 
草 夜 蛾 Manduca sexta (L. ) 幼 虫 HDLp 的 密度 EE 0 EE 


是 1.15 g/mL .与 我 们 研究 的 粘 虫 幼 忠 的 脂 蛋 白 密 度 很 相近 。 


2.3 和 蛋白质 含量 

经 紫外 吸收 法 (280 mm) 测定 了 高 密度 脂 蛋白 的 蛋白 含量 为 25. 2 yg/pL，, 低 密度 脂 
蛋白 的 蛋白 含量 为 11 wg/oL。 高 密度 脂 和 蛋白 的 蛋白 含量 与 梓 蚕 中 期 晴 血 淋巴 中 高 密度 脂 
蛋白 的 蛋白 含量 (上 肉 肾 为 25. 2 kg/uL， 雄 晴 为 30 Rg/pL) 相近 。 


2.4 氨基 酸 种 类 与 含量 
分 离 的 HDLp 和 LDLp 除去 脂 类 后 ， 加 入 3 mL 6 mol/L HCI 于 110C 将 蛋白 质 水 解 
24 h, 水 解 所 得 的 氨基 酸 , 用 氨基 酸 自 动 分 析 仪 (日 立 -835-50 型 ) 进行 分 析 。 由 HDLp 水 
解 后 可 测定 出 16 种 氨基 酸 ，LDLp 有 15 种 氨基 酸 ( 表 2) 。 
表 2 血 淋 巴 HDLp、LDLp 的 氮 基 酸 百 分 组 成 


气 基 酸 粘 息 一 赚 蝗虫 杆 蚕 葛 麻 午 
HDLp LDLp HDLp HDLp HDLp HDLp 
门 冬 氨 酸 12.4 0. 76 11 11.9 11.8 12.6 
苏 氨 酸 5.6 0. 58 6.6 5.5 4.5 4.9 
丝氨酸 6.4 0. 95 6.9 7.6 6.1 6.9 
谷 氨 酸 14. 81 1. 58 10. 8 12 13. 3 10. 4 
月 氨 酸 4.5 一 3.8 5.1 2.6 4.7 
甘 气 酸 3:7 0. 25 6.4 6. 2 6.1 6. 7 
再 氨 酸 3.5 0. 19 6.8 7 5.6 6.3 
胱 氨 酸 2 一 0. 6 一 0.6 一 
统 氨 酸 5.6 0.8 8. 4 7 6.7 7.4 
蛋氨酸 1 1. 28 0.3 一 0. 4 0.5 
异 亮 氨 酸 3.1 0. 56 4.1 5.1 5. 4 5.8 
亮 氨 酸 9.3 0.76 10.7 9.6 8.1 9.0 
酷 氨 酸 6. 2 1. 32 3.0 3.9 2.9 2.8 
苯 丙 氨 酸 5. 6 0. 62 4.7 4.7 4.5 4.8 
赖 氮 酸 9.7 0.11 9.3 7.6 7.8 10.7 
组 气 酸 3.5 0. 74 3.9 1.9 2 2.8 
精 氨 酸 5.4 0. 76 257 3.9 3.5 3:9 


注 : 粘 虫 以 外 4 种 昆虫 的 数据 引 自 参考 文献 [3] 
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我 们 的 研究 表明 粘 虫 幼虫 血 淋 巴 HDLP 水 解 后 ， 所 得 到 的 16 种 氨基 酸 中 ， 其 中 酸性 
氨基 酸 含量 最 高 如 谷 氨 酸 为 18. 81%， 门 冬 氨 酸 为 12.4% 。 碱 性 氨基 酸 组 份 中 以 赖 氨 酸 
9.7%， 亮 氨 酸 9. 3%% 的 含量 最 多 ， 其 次 还 有 纺 氮 酸 5.6% 、 精 氨 酸 5.4% 、 组 氨 酸 3.5%%、 
异 亮 氨 酸 3. 1% 。 含 硫 氨基 酸 以 且 氨 酸 为 最 多 ， 重 氢 酸 含量 最 低 只 有 1%% 。 胱 氨 酸 检测 不 出 
来 ,这 些 结果 与 在 己 蜂 Periplaneta azzericaza、 凰 虫 Locusta migratoria、 梓 人 乔 Antheraea 
pernyi 和 功 膝 企 Philosamia cynthia ricini 中 的 HDLp 氨基 酸 的 种 类 与 含量 变化 相同 。 如 
在 这 四 种 昆虫 中 的 HDLp 氨基 酸 种 类 中 门 冬 氨 酸 、 谷 氮 酸 含量 也 是 最 多 ， 而 胱 氨 酸 和 和 蛋 
氨 酸 含量 很 少 . 这 表明 了 昆虫 中 HDLPp 和 蛋 日 质 氨 基 酸 的 种 类 比较 一 致 ， 氨 基 酸 含量 变化 
幅度 也 不 大 ,在 粘 虫 幼虫 血 淋 巴 中 LDLP 中 除了 谷 氨 酸 外 ， 栈 氨 酸 和 蛋氨酸 的 含量 也 较 


-PE 
[I o 


2.5 脂 类 组 分 


将 脂 类 的 标准 样品 以 及 由 幼虫 血 分 离 纯 化 出 的 HDLp 和 LDLp 在 硅胶 G 薄板 上 进 
行 两 次 展 层 .用 碘 蒸 气 显 色 可 得 到 很 清晰 的 HDLp 和 LDLp 脂 类 薄 层 层 析 图 谱 (图 2)。 


sr 





图 2 脂 和 蛋白 的 脂 类 分 析 图 3 脂 和 蛋白 的 电泳 图 
PC: 磷脂 ; MG: 一 酰基 甘油 酯 ; FA : 脂肪 酸 ; C: 胆 HDLp: 高 密度 脂 和 蛋白; 
固 醇 ， DG: 二 酰基 甘油 酯 ; TG: 三 酰基 甘油 酯 ; CE: LDLp: 低 密度 脂 蛋 日 


胆固醇 酯 ，HC: 碳 氨 化 合 物 


HDLp 的 脂 类 主要 是 二 酰基 甘油 酯 (DG)、 磷 脂 〈PC) 、 碳 氧化 合 物 (HC) ,LDL 中 主要 
是 磷脂 (PC) 和 碳 氢 化 合 物 (HC) 。 到 目前 为 止 , 在 已 检测 的 昆虫 中 HDLP 代表 着 基本 的 
血 淋 巴 携 脂 蛋 日 . 脂 类 部 分 占 最 多 的 是 DG 和 PC, 其 余 脂 类 依次 是 HC 和 胆固醇 〈《C) 和 
三 酰基 甘油 酯 。 
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2.6 幼虫 血 淋 巴 HDLp 和 LDLp 纯度 分 析 

由 粘 虫 幼虫 血 淋 巴 中 经 NaBr 密度 梯度 超速 离心 分 离 后 所 获得 的 HDLp 和 LDLPp， 
用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 对 其 纯度 、 种 度 进行 鉴定 。 经 电泳 后 可 见 LDLP 只 有 一 条 较 宽 的 蛋 
白条 带 , LDLPp 的 纯度 较 好 , 而 HDLp 可 有 几 条 色 带 , 说明 这 部 分 纯度 不 够 好 , 需要 进 一 
步 做 超 离心 分 离 〈 图 3) 。 

本 文 报 道 了 我 们 对 参与 昆虫 脂 类 运输 和 代谢 的 携 脂 和 蛋 日 进行 初步 分 离 、 纯 化 及 理化 
特性 研究 的 结果 .但 尚 有 许多 问题 需 深 入 探究 ,如 除了 研究 DG 的 运输 之 外 , 应 开展 磷脂 、 
碳 氧 化 合 物 和 胆固醇 运输 的 研究 ;昆虫 飞翔 诱导 脂 类 的 动用 及 携 脂 蛋 日 之 间 的 关系 等 研 
究 。 
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ULTRACENTRIFUGAL ANALYSIS AND BIOCHEMICAL 
PROPERTIES OF LIPOPROTEIN IN HEMOLYMPH 
OF LARVAL ARMYWORM, MYTHIMNA SEPARATA 


Guan Xuechen Ouyang Yingchun Wang Zongshun 
(Jnstitute of Zoology, Academia Sinica Beijing 100080) 


Abstract Two kinds of lipoproteins, low density lipoproteins (LDLp, d= 1.059) 
and high density lipoproteins (HDLp, 4 = 1.123) were isolated from the larval 
hemolymph of Mythimna separata by ultracentrifugal analysis. LDLP was obtained as a 
single protein band on poly-acrylamide gel electrophoresis, however, HDLp could be 
separtated into several protein bands by electrophoresis. Biochemical properties of 
HDLp and LDLp have been analyzed. Protein contents of HDLPp and LDLP were 25.2 
Mg/pL and 11 ng/prL respectively. Composition of amino acids of HDLp and LDLP were 
analyzed by amino acids analyser. The amino acid composition was compared with that 
in other insects. The major lipid component of lipoproteins from insects was found to be 
diglycerides (DG). 


Key words HDLp, LDLp, diglycerides, phospholipids, Mythimna separata 


